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1．序論 
細胞膜上には光をエネルギー源とし、イオンを輸送するタンパク質が存在する。このタンパク質を光駆動性イ
オンポンプタンパク質という。もっとも代表的なタンパク質はイオンとしてプロトンを輸送するバクテリオロド
プシンである。高度好塩菌Halobacteria Sarinurumの膜上に存在している。Lys216と結合した発色団レチナール分
子を持ち、7本のヘリックスが膜を貫通する形で存在している。光刺激により、細胞質側から細胞外側への濃度
勾配に逆らったプロトン輸送を引き起こす。輸送することで細胞内外でのプロトン濃度差が起こり、エネルギー
の合成をしていると言われている。 
2000年に海洋真正細菌に由来するプロテオロドプシンというタンパク質が発見された。バクテリオロドプシン
と同様の構造を持ち、光刺激によるプロトンの輸送を起こす。プロテオロドプシンは海洋細菌の多くが持つタン
パク質であり、海洋でのエネルギー収支の再検討が必要であると考えられている。 
タンパク質の光照射に伴う、プロトンの輸送は pHの変化により、吸収と放出の時間差が生じる。このことを
利用して、プロトンの濃度変化を測定した。本研究では、バクテリオロドプシンをモデルとして、プロテオロド
プシンのプロトン放出と吸収に着目し実験を行った。 
 
2．研究目的 
電気化学測定系を用いプロトンの濃度変化を測定しプロテオロドプシンにおけるプロトン輸送をバクテリオロ
ドプシンと比較し考察を行う。さらに、プロテオロドプシンへの変異導入を行い、輸送の仕組みを考察すること
を目的とする。さらにプロトン濃度変化のモデル化を行い、輸送について考え新たなアプローチを行う。 
 
Table 1 BRとPRの類似性 
BR  PR 
Asp96 Proton Donor Glu108 
Lys216 Schiff Base Lys231 
Arg82 
Asp212 
Counter ion 
Arg94 
Asp227 
Asp85 Proton Acceptor Asp97 
Glu194 
Glu204 
Proton Release Complex Absent 
 
プロテオロドプシンにはバクテリオロドプシン相当のアミノ酸残基や分子が存在していることが分かっている。
しかし、バクテリオロドプシンのプロトン放出残基（Glu194BR、Glu204BR）に相当する、アミノ酸残基が確認さ
れていない。このことから、プロテオロドプシンは非常にプロトン放出のしにくいアミノ酸残基であるといえる。
そこで我々はバクテリオロドプシンの放出残基に対応するアミノ酸（Met210PR、Asn220PR）への変異導入を行い
バクテリオロドプシンと同等の輸送を引き起こすことを期待した。 
Fig 1.電気化学セルと実験系 
3．測定方法 
ITO電極を用いた、電気化学セルを作成し測定を行う。ITO
電極2枚用いセルを作成。1枚の電極上にはサンプルを固定
化したセルを用いた（Fig1）。得られた信号は高感度増幅器
（日本光電、MEG5100）に通し、1000倍に増幅してデータ
を取り込んだ。光源にはパルス幅数十ナノ秒パルスレーザー
を用いた。pH3 ～ 11まで変え、各 pH照射は10回行いその
平均を取った。 
 
 
 
 
4．実験結果・考察 
バクテリオロドプシン野生型は pH8では放出から起こるのに対し、プロテオロドプシン野生型は pH8で吸収か
ら起こる。これはプロテオロドプシンにおいてPRC相当のアミノ酸残基が存在しないからだといえる。本研究で
は光照射時の振幅と、時定数を解析することで、輸送について見ていく。 
 
 
 
 
 
Fig 2．バクテリオロドプシン野生型とプロテオロドプシン野生型で取られた実験結果 
Fig 3．光照射時の振幅のpH依存性 
バクテリオロドプシンでは   との交点を 1点しか持たなかったのに対し、プロテオロドプシンでは 2 点あ
り、より複雑な輸送を起こしていると考えられる。より詳細に PRC の効果について調べるためミュータント
M210E
PR、N220EPRについて実験を行った。 
 
 
M210Eに関してはもとの野生型と比較して、同じプロットとなった。しかし、N220Eミュータントに関しては
pH7での極小値を持つグラフとなった。 
先行研究では、PRCのアミノ酸残基を 1つずつ輸送の起こさない残基への変異導入を行った、E204QBRと
E194Q
BRにおいて、同様の結果が得られている。このことは、N220Eが、プロトン輸送を引き起こすアミノ酸残
基へと変化したからだといえる。 
プロテオロドプシンについてはFig5に与えられる、赤線部の時定
数解析も行った。1次減衰式でフィッティングを行い、速度定数を
pHに対しプロットを行った。      の範囲に関してのプロッ
ト（Fig6b）はpHの変化に対し減衰関係にあるのに対し、    の
領域（Fig6c）では 
     
     
          
 
 
の関係にあり、この時、       となった。 
以上の結果はプロテオロドプシン放出には 2通りの放出方法が考
えられると示唆される。そのうち一つは       の
アミノ酸残基が関わっていると考えられる。 
N220Eの時定数の解析を      の領域で行っ
た（Fig5）。プロテオロドプシン野生型同様 pH7での
境界を持つフィッティングとなった。      では
2次減衰のフィッティングに対し、    では1次減
衰となり、放出に関わっているアミノ酸残基の一方の
効果がN220Eへと変わったためだと思われる。振幅の
データと時定数のデータを考慮すれば、pH7付近を境
に2つの放出を行っていると示唆される。 
 
 
Fig 4．M210EPRとN220EPR光照射時の振幅の pH依存
性  
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Fig 5．プロテオロドプシン野生型にお
いての時定数フィッティング（赤線部） 
Fig 6.時定数のpH依存性 
プロットは速度定数（時定数の逆数）をとった 
Fig 6.時定数解析の結果（赤線は 2次減衰、青線は1次減衰のフィッティング） 
 
 
 
5．モデル化 
プロトン濃度変化を数式的に解き、モデル化し実験結果との検証を行っ
た。放出と吸収はフォトサイクル中の時定数で起こるものと考える。 
吸収までにかかる時間を  放出  、吸収  とすると以下の結果が得ら
れた。しかし、時定数は理論値と実験値と合わなかった。 
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モデル化とのずれの要因をほかの実験等行うことで考察していく必要が
ある。さらには放出・吸収を同時に再現できるよう、新たにパラメータを
導入する必要がある。 
 
 
6．まとめ 
プロテオロドプシン野生型、N220Eミュータントの結果より、放出には 2通りのパスが考えられる。 
モデル化は実験値とのズレが何に起因するのか考察していく必要がある。さらに、新たなパラメータの導入に
より、放出と吸収を同時に再現していく。 
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Fig 6.プロテオロドプシンのフォ
トサイクルとモデルと実験値の
比較 
